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Eli Lilly and Company, Indianapolis , Indiana'; V.St. A. 

Insulinprodukt . 

Die Erfindung beziehfc sich auf einen Insulinsalz-Prbfcamin- 
Komplex und eine Suspension davon in einem w&ssrigen 
Medium sowie auf ein Verfahren zur Herstellung des Kom- 
plexes und ' der. Suspension. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Insulinsalz-Protamin- . \, 
Komplex, der ein Alkali- Oder Ammoniums alz von Insulin 
und 0, 2 mg bis 1 , 5; mg Protamin je lOO Einheiten Insulin.. " 
enthalt . ; r ";';-■/::■' J «f- v";.^t^"' : ^.- ^r'-.J"-^-.--^-''--- ' I' ' ■ ■ , ,f\: ■ . - "%k '■*-'?? \ - >; -£v t ''^^::v^^Su' 

Die Erf indung betrifft : if erner eine Suspension aus Wasser' ~\ t . 



oder einer: isotoriischen LSsurigV die ^ den Insulinsalz- \\ 




?"-^.r.'i%{ 2) ein Alkali- oder Ammoniumsalz von; Insulin ; V- ! ' \ r •;>". 



(B) in solchen Verhaltnissen yereinigt werden , daS .-. ' 
je -lOO Einheiten Insulin 0,2 bis 1,5 mg Protamiii: vor- j: - 
handen sind und •' ; = 

(C) dadurch eine Suspension eines unlos lichen Komplexes 
erzeugt wird. ' " 

Gegenwartig verfugbare. Insulinpraparate werderi gewohnlich 
in bezug auf ihre biologische Aktivitat in solche mit 
kurzer, mittlerer oder langer anhaltender Wirkung einge- 
teilt. In vielen Diabetesf alien ist ein wiinschehswertes 
Praparat zur therapeutischen Anwendung eines mit einem 
raschen Einsetzen der Wirkung und anhaltenden Dauer der 
Wirkung. Eine solche doppelte Wirkung zur wirksamen Be- 
kampfung von Hyperglycamie unter Verwendurig einer einzigen 
Injektion hat keines der im Handel erhaltlichen Insulin- 
praparate gezeigt. 

Obwohl in den letzten Jahren ein vorgemischtes Insulin- 
praparat, das sowohl die gewunschte kurze als- auch die 
mittlere hypoglycamische Aktivitat hat , auf den Markt : 
gebracht wurde , erfordert das Praparat. noch bestinunte ' ; 
Lagerungsbedingungen und eine Konservierung und ist H 
daher verbesserungsbedarftig. Die; vorgemisch 
setzung besteht aus einer LSsung von Zinkinsulinkristallen , 
die aus Schweinepancreas stammen, und; einer v Suspension yon 
Zink-Rinderinsulin-Kristallen mit hohem Zinkgehalt. ■ Bel • 1 
anderen fruheren Praparaten, bei denen LSsungen.von ? 
Zinkinsulinkristallen: oder anwrphem^I^ 

- Zink-Insulin oder Protamin-Insulin-Praparaten' yermischt : 
wurdeni; traten Stabilitatsprobleme^ inf^ 

Protamin und auch FBI lung der 15s lichen: Insulinkomponente 
durch Uberschiissiges Protamin in der Miscfiung auf . Viele 
Schwierigkeiten, zum Beispiel niedere. Refnheit, . Unbes tandi gke 
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schlechte Farbe, Verunreinigung durch den hyperglycamischen 
Faktor (Glucagon) und antigene Proteine mit hohem Mole- 
kulargewicht, die in Verb indung mit handelsiiblichen 
Zinkinsulinkristallen auf treten , sind nun durch Ent- 
wickluhg von Zusammensetzungen , die sowohl eine rasch 
einsetzende als auch langanhaltende hypoglycamische 
Wirkung haben, behoben worden. 

Ein Vorteil der Erf indung liegt darin, daB sie eine 
Einzelin jektionsinsulinsuspension bietet, die beim Ge- 
brauch ein rasches- Einsetzen ider. Wirkung und eine ver- 
langerte Dauer der Wirkung ergibt. 

Ein weiterer Vorteil liegt darin, daB der Insulin- 
komplex Oder. die Suspension lange Zeitdauer ohne 
wesentliche Verschlechterung gelagert werden konnen. 

Die beigeftigten Figuren 1, 2, 3, 4 und 5 sind Diagramme, 
in denen die Blutzuckerwerte dargestellt sind, die sich 
nach Injektion; von verschiedenen Insulinpraparaten 
bei Tieren ergeben. Die Zeit ist auf der Abszisse und 
der Blutzuckerspiegel des Tieres , das die Injektion 
erhalt, auf der Ordinate auf getragen. 

Fig. 1 1st ein Diagramm, das die Wirkung der Injektion . .j 
von Protamin-Natriuminsuliri im Vergleich zu Isophan- 
insulin (NPH) zeigt. ^-'u: -.^ - 

Fig. 2 ist ein Diagramm, das die Wirkung des Komplexes 
Oder der Suspension nach der Erf indung im Vergleich zu / 
der Wirkung einer Mischung aussaurem regulMrem Insulin 
und - Isophaninsulim. zeigt ; • ; y I . ■. :i - - 

Fig... 3 : 7 ist ein Diagramm das drei^Suspensionen-nach - •.V.t; , 

der Erf indung, inamlich-Rinderinsul 

und, eine Mischung der beiden, vergleicht. 
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Fig. 4 ist ein. Diagramm, das die . Aktivitaten des er 
findungsgemaSen Komplexes nach Lagerung vergleicht . 

Fig. 5 ist ein Diagranun, das beispielhaf te Komplexe und 
.Suspensionen nach der Erfindung vergleicht. 

Der nach dem erf indungsgemaBen Verfahren erzeugte Insulin- 
salz-Protamin-Komplex ist als Wirkstof f in einem hypo- 
glycamischen Mittel vorteilhaft, das sowohl eine rasch 
einsetzende als avich eine langanhaltende Wirkung hat. . 
Das Insulinsalz ist ein Alkalisalz oder Ammoniumsalz 
und das Protamin liegt vorzugsweise als Sulf at in Ver- 
haitnissen von etwa 0,2 mg bis etwa 1,5 mg und vorzugs- 
weise. etwa 0,4 bis etwa O, 8 mg je 100 Einheiten Insulin 
vor . 

Das Insulinsalz, das praktisch frei von Zihk und anderen 
Schwermetallen ist, wird vorzugsweise durch alkalische 
Kristallisation des Insulins unter Verwendung von Natrium- 
hydroxid, eines anderen Alkalihydroxids oder Ammonium- .. 
hydroxid hergestellt. Nach der Kristallisation , werden ' v 
die Kristalle gewaschen und auf einen Feuchtigskeits-... . 
gehalt von weniger als IO % getrocknet. Das Insulinsalz 
ist in Wasser bei? neiitralem pH-Wert sofort loslich_ und" :.[■-■ 
kann in Losung so lange Zeit wie 3 Monate bhne wesentliche 
Verschlechterung'. gelagert werden. . 1. .... • : U 

Nach dem ..er f indungsgema Ben Ver f ahren ^werden das 7 oben be-'; ; 
" schriebene- Insulinsalz und Protamin in einem wassrigen 
Medium in "solcher Weise: vereinigt , daB sich ein. Komplex /;-„ 

"- •. .i. . . i7:-.v.- :- vP.-: • . .: . > •. . ■:••'•;.••".!.:•. 

aus , dem, Insulinsalz und. Protamin bildet . Das wassriqe,, I , 

••• :■"■'*«■■»■ ■■■■■ KZm^yri-j*.. >sa .--v- s •• •. . -•• t -rv. -^.^ - • r- -Sr> 

- Medium ha€ieineh- f pH-Wert rvon : .6 , 5 bis; 8,.Ow.; Der ...Protamin- " 
>.-'-i2\c---^^i\Si;:*rj&;?x-^ r^y- ■jw-rv; ; ■ .•'"•-•V - .:^.^'-?'"-vr^.' ; ^^ : -".'^^ r 0' r ' ^'rf*'*-'' ^ 

Insulinsalz rKompleX;. kann -yon^ dem ■ f lus s i^n^ Medium,,; ; ? ^-„- 

leicht* durch Filtration oder- ahnliche MaBnahmen abge- 

T trennt und getrocknet Verdeh . Der. Komplex' kann in .. J-'~ 

trockener Form mindestens 1 Jahr und langer- ohne , 
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Ve'rschlechterung; gelagert werden. Wenn der Protamin- 
insulinsaiz-Komplex zur Anwendung kommen soil, wird 
das getrocknete Material in eiriem wassrigen Medium, 
vorzugsweise einem isotonischen Verdiinnungsmittel, 
mit einem pH-Wert von etwa 6,5 bis etwa 8,0 rekonstituiert . 
Nach der. Rekonstitution 1st der.Komplex in jektionsf ertig ." 
Bei dera Patienten, der das rekonstituierte Praparat 
erhalt, zeigt sich sowohl ein rasches Einsetzen der 
Wirkung als auch eine langere Dauer der hypoglycamischen 
Aktivitat . 

Nach einer typischen Methode zur Herstellung des 
Protamin-Insulinsalz-Komplexes wird das Natriumsalz 
von Insulin so hergestellt, dafl das Natriuminsulin prak- 
tisch zinkfrei ist, d.h. weniger als etwa 0,05 % Zink 
enthalt. Das Natriumsalz hat kristalline Form, ist je- 
doch in Wasser bder einem isotonischen Verdiinnungsmittel 
lQslich. Das: Natriumsalz wird dann in dem flussigen Me- 
dium in solchem Verhaltnis gelost, daS 90 bis etwa 115 
Einheiten pro 100 ml f liissiges Medium vorliegen. Dann 
wird das flussige Medium mit der richtigen Menge Protamin- 
sulf at versetzt . ; . Es- entsteht sofort ein unlSslicher Komplex 
in Form Wines sehr; feineri. Niederschlags. per feinteilige 
Niederschiag bieibt in dem flussigen Medium ziemlich gut 
suspendier't und eignet sich fur eine leichte Injektion ; 
durch .den. Verbraucher . Wenn der Komplex in dem flussigen 
Medium ; gelagert wird , bieibt er stabil und zeigt fur • 
- Zeiten c von "min keirien Aktivitatsverlust ; 

v ...... ■. ■..*■*■•■*". • *'•_■■ ....■•■.'.•-*.- •. . : -'•■..•„.-"**■'■ .."■*■■ -*' .-- .'«■'_*.--.-'•; '■.}-'■'.■• -• "'-:*,' -: ■ .- ...*..--.■ -'■ 

■ ^*"* " .', ' -J **' ■ '-' :V -V~- L- '- •- ■ ^- V : ' A ' : '-.V r : : '.•'">'■ .'V-- A-*' -"'.■'.-■*' v *; *!-'."•*;'■ : 'T ''..'". "*- V" ''-'T ' * v*' " -:■.■*:'•'- 

Wenn gettockheter P r o t ami n - 1 n s u 1 i n s a 1 z - K omp 1 e x rekonsti- - 

/tuiert^wir"d;#is^ 

fkeit : ein z umischeh'C lag in'" dem" f liis s i gen;fe>; "5 

"Medium : zum^Zweck ; rder^ In jek'tion '' zu ;: verteilen^ ^rt^^vis^-\^^i 

':■ - ' •', - . ■.<■■; ' , * ( v,'=;f>;.', • < : : > , ' 5" v '• -''- r . . ; ."v-- 1 ;v \ 
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Die genaue Art 7 der ; Association: zwischen dem Insulinsalz ... / 
und'deraProt^in^ist hichtbekannt. Die Assoziation ist 
jedoch geniigend fest, so daQ si'cn der unlosliche Komplex 
leicht von dem f liissigen Medium abtrennen und zur leich- . 
teren Verf rachtung Oder fur sehr lange Lagerzeiten trocknen 
last.: In trockener Form kann- das Produkt. unbegrenzte Zeit 
gelagert werden. 

Zunachst wurde angenommen , . daS das rasche Einsetzen der 
Wirkung, das bei dem Prqtamin-Insulinsalz-Praparat 
beobachtet wird, durch freies Insulin in der Mutter lauge 
bedingt ist. Die Analyse hat jedoch gezeigt, daS nur . 
0,015 % der gesamten Insulinaktivitat des. Praparats 
in der loslichen Form verbleiben. Es scheint daher, 
daS die Assoziation des Insulins mit dem Protamin 
ziemlich locker ist und das Insulin daher leicht fur 
die Absorption nach der Injektion verfugbar ist...Eshat 
ferner den Anschein, daS die Natur des Komplexes von den 
bekannten handelsiiblichen Protamin-Zink-Insulinprodukten 
verschieden ist, bei denen die Dissoziation des In- 
sulins aus dem Komplex in den Geweben wesentlich lang- 
samer stattf ihdet und kein rasches Einsetzen der Wirkung . 
beobachtet wird.' "■ '/" }.. ■ :, ; v^:.5r " : ; ' • 

Der Protamin-Ihsulinsalz-Komplex- wird -in .einem f liissigen 
Medium lnieeinem^pH-Wert von" etwa: 6,5 bisetwa 8,6 ; _ ' - 
und vorzugsweise ; etwa 7,2 bis etwa 7,6 erzeugt.' ■ ; . " " • " ^ • ' 

': Das "ben^tigte^ Alkalimetallsalzc von- Insulin :wird;, ^r-_ I V 
halteri , } indern"; man rohes Insulin einer Behandlung in V-X'/V::',--." 
^Gegenwart von- Alkalimetallionen "zur Kristallisation 
- des" InstlinV^ Alkalisalz unterwirft^Aus Grurideri der ||| 

Wif tsctiaftlichkeit Wd^ eines einf achen. B^triebs: wird 
' "NaVriumnydroxid als Quelle fUr Alkalimetallionen, die -* 
■ ' zur Erzeugung des Alkalisalzes Von Insulin verwendet'werden 
bevorzugt. Das Uatriumsalz , wird hergestellt, indem man ' ^ 

' } ^ 2 0 9 8 4 6/ 1 2 5 0" ; " . • 
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rbhes /Insulin in- wassriger- Losung einer. Beh and lung mit 
Natriumhydroxid, ' d"as ; in. geniigender Menge ..vorhanden 
ist , urn eineri pH-?Wert von etwa 8 bis 8 ,5 zu ergeben , 
unterwir'ft. - Die Behahdlung besteht darin, dafl die al- 
kalische Losung wenigstens 15 Minuten und vorzugsweise 
etwa 1 Stunde Oder mehr gelinde geriihrt wird. Das Na- 
triuminsulinsalz scheidet sich in der Losung ab und lafit 
sich leicht durch Dekantieren, Zentrif ugieren , Fil- 
trieren oder, d'e : 'rgleichen abtrennen. Das Natriuminsulin- 
salz kann durch anschlieQendes Auf lcSsen des Salzes und 
erneute Erzeuguhg des Niederschlags, der kristallin aus- 
sieht, gereiriigt werden. Die Analyse hat gezeigt , daB 
im Fall des Natriumsalzes von Insulin etwa 1 Mol Na- 
trium pro Mol Insulin vorliegt. Die Natriuminsulin- 
kristaile konnen von Rinder- Oder Schweine-Insulin 
stammen und sind in Wasser und isotonischen Losungen 
bei pH-Werten : urn den Neutralpunkt sehr gut loslich. 

Geeignete Alkali-- oder Metalloidionen , mit denen das 
Insulinsalz hergestellt werden kann, sind beispielsweise 
Kalium- , Lithium- , Casium- , Natrium- und Amrnoniumionen. 

Das Protamin liegt im allgemeinen in Form von Protamin- 
sulfat vbr Oder kann in anderen geeigneten wasser loslichen 
Formen •v'erwendet werden. Falls ein isotonisches Ver- 
dunnungsmi tte 1 "als f liis s iges Medium- fur das Protaminsul- 
fat und Insulinsalz verwendet wird, enthalt das Ver- 
dunriungsnii ttel" vorzugsweise^ ein Konservierungsmittel . Ge- 
eigriete Kohservierungsmittel sind beispielsweise Phenol 
. und Methyl-p-hydroxybenzoat . T . ■, . 

Die biol6gische;Akt:ivitat des- P rotamin - Ins u 1 in'-Komp le xe s 
" wurde: an Kaninchen^nach^foigender Methode bestinunt:, ,^ - 
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. ?:f ' ^ ~zwei gleiche Gruppen aufgeteilt 

.^4-;.2i4;. s€unden .vor.. dem Test fasten gelasssen. Wahrend V. ' . 
des Tests -wurde Wasser sowie Futter vorenthalten . Aus der 
Ohrrandvene wurde zur : ersten Blutzuckerbestimmuhg eine 
Biutprobe; .entnommen. Der. Kaninchenkontrbllgruppe wurde 
4ie yorgegebene Dosis des;;neutralen Protamin-Hagedorn- ' . '. 
Insuiins : (NPH) injiziert. Der Testgruppe. wurde der Pro- : - 
• taminrNatriuminsuiinkomplex (PS I) injiziert. In jedem 
der Tests betrug eine Einzeldosis 1 ,0 Einheiten/Kaninchen , 
was etwa 6,01 ccm des Insulinpraparats entsprach. Die 
ersten Blutproben wurden den Kaninchen jeweils nach einer 
1/2 Stunde entnommen. Weitere Blutproben wurden 1,5, 
3,0, 5,0, 7, q und 9,6 Stunden nach der Injektion ent- 
nommen . Jede Biutprobe wurde auf den Blutzuckerspiegel 
analysiert und die Ergebnisse wurden in mg % Glucose - 
angegeberi. Fur beide Gruppen wurde die mi ttlere Blut- 
zuckerkonzentration bei jeder Blutproberientnahmezeit 
berechnet.- 

In dSn - 511en ' in denen ein Kreuz-Test angewandt wurde, 
wurde den- Kaninchen , die die Kontrollprobe erhielten , 
der Pro|amin-Natriuminsulin-Komplex injiziert und'umge- 
kehrt, . Diese Tests wurden eine Woche nach Beendigung der 
ursprUngiichen Tests: durchgef iihrt . Die Gesarat ergebnisse 
sind als. '^ittlere Blutzuckerkonzentration in mg % in ' 
Fig . l und in der folgenden Tabelle I dargestellt: 



. It... 
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Blutzuckerspiegel , - mg % 



Zeit, 
Stunden 



0,5 



1,5 3,0 5.Q 7.Q " 9,Q 



Kontrolle (NPH) 83,8 64,9 43,3 41,3 64,6 67,4 69,8 



PSI 



86,1 51,1 36,9 36,1 51,1 60,6 70,9 



Es 1st zu ersehen, daa bei dem Protamin-Natriuminsulin-Kom- 
plex die Wirkung rascher einsetzt und langer. anhalt , als 
bei dem NPH-Produkt . 

PSI (Protamin-Natriuminsulin) wurde mit einer Mischung 
aus ARI (saures regulares Insulin) und NPH im Verhaltnls 
1 : l,bezogen auf die Aktivitat> verglichen. Die Protamin- 
sulfatkonzentration betrug 0,8 mg/ml . - 

Bei diesem Test wurden 36 Kaninchen in einer kreuzyer- j 
suchsanordnung verwendet. Jedem Kaninchen wurden etwa 1 . " 
.0,01 ml des Insulinprodukts injiziert, sodaB es eine 
Einheit . Insulin pro Injektion erhielt. Die Ergebnisse 
sind in Fig. 2 und in der folgenden Tabelle II darger 
stellt: ' "." . 

"••"■;■••/■". T a b e 11 e II - : ; ; - 

Blutzuckerspiegel, mg % -.' 



Zeit, 
Stunden*- 



" o l^BLkl 5 '" v:v 3 ; o nv m 5,0 



no ^9.0 



ARI &' NPH 
PSI : 



88,6' 45,9 34,2 43,5 -71 ,6 84,2 88,6 
87,2 59,3 47,1 45,2 51,9 58^0 ~ .64,] 
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Die yorstehenden Ergebnisse- zeigen das rasche Einsetzen 
der wirkung, das. mit dem Pr6tami.n-Insulin.-Koir.plex 
efzielt wird, sowie seine langainhaitende. Wirkung . 

Drei Typen von neutralen Protamin-Hatriuminsuliri-Produkten 
wurden in Kombination rait 0,02 mg Zink pro 100 Einheiten 
Insulin verglichen. Jedes d"er Insulinprodukte enthielt 
0,02 rag Zink pro IOO Einheiten Insulin; Durch die Zugabe 
des Zinks soli'te festgestellt werden, ob das Zink ent- 
weder das rasche Einsetzen der Wirkung Oder die verlangerte 
Dauer der Wirkung, die mit dem Protamin-Natriumirisulin-7 
Komplex erzielt wurden, beeintrachtigt. Wie aus den 
folgenden Angaben zu ersehen ist, wurde kein nachteiliges 
Ergebnis beobachtet. 

Es wurden drei Produkte verglichen, namlich Schweine- 
insulin, Rinderinsulin und eine Mischung, die 75 % 
Rinderinsulin und 25 % Schweineinsulin enthielt. 



Jeder Test wurde ah 6 Kaninchen mit einer Einzelin jektion 
von etwa 0,01 ml, die ungefahr eine Dosis von einer . 
Einheit Insulin ergab ; durchgef uhrt . Die Ergebnisse sind 
in Fig . 3. und in der folgenden Tab e lie III dargestellt 



Tab e lie 



III 



Zeit, 
Stun den 



r ? i. " Blutzuckerspiegel ; mg % - ""Vf j. ' '-' f 



1,5 3,0 ■__ 5.0 ih-r 7.Q - 9,0 



Schwein 



l , 0 80 , 3 - 4 1,5. 44', 5 , . ' 5 5 £4 J - , Y3 ',0, ,~ 7 6 , 7 ^ 
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Losung wurde steril filtriert und dann in Phiolear ihf eiher : > 
Menge von 1,0 ml pro Phiole abgef Ullt . Die P h i o 1 en wur den. : 
einer Gef riertrocknung unter aseptischen Bedingungeh '/\'v'^ 
unterworfen, wodurch in jeder Phiole getrocknetes Na-- 
triuminsulin erhalten wurde. Das Insulin wurde in dieser - : 
Form bis zur Verwendung fur Tests aufbewahrt . : \ v;-': 

In jede Phiole wurde eine geniigende Menge eines iso- 
tonischen Verdunnungsmittels injiziert, urn das Insulin t 
in einem wassrigen Medium so zu rekonstituieren , daQ 
101 ,3 Einheiten Insulin/ml f lussiges Medium vorlagen. _ ; 
Das isotonische Verdiinnungsmittel enthielt 0,4 g Protamin- 
su If at /ml, 1,6 % Glycerin und 0,25 % Phenol (Gewicht/Vo- 
lumen) . Der pH-Wert des isotonischen Verdunnungsmittels. . 
betrug 7,4. Bei Zugabe der isotonischen Flussigkeit v; ? • 
zu dem getrockneten Natriuminsulin in der Phiol'e- fahd'^V-.'- 
augenblickliche Bildung des Protamin-Natriuminsulih- ; ' { ' 
Komplexes statt. Dieser Komplex liefi sich in der Phiole 
als sehr feinteiliger Niederschlag erkennen. Der Nieder- 
schlag blieb in dem wassrigen Verdunnungsmi tte 1 genugend 
gleichmaBig suspendiert, so daB beim Auf zlehea in; eine;''. 
Injektionsspritze eine gleichmaflige. Menge Insulin; in j edem 
entnommenen Anteil vorlag. : .' -■_ '7 v" ':/'.-; ' '' 

■ B e i spiel 2 \ ^ ~_ _^ . ' 

Dieses Beispiel erlautert die ausgezeichnete Stabilitat 
des Protamiri-Insulln-Komplexes. Das. in r diesem Beispiel ' 
verwendete neutrale PS I wurde wie in Beispiel 1' herge- - 
stellt, mit der Ausnanme , daB das isotonische .Ver-", :M : 4L 
. diinnungsmittel 1,2 mg Protamin 'pr6; ml enthielt., "; 
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Jeder Test wurde an 9 Kaninchen durchgef iihrt . Die 
Zusammehsetzung, namlich der in dem isotonischen Ver- ; 
dUnnungsmittel suspendier.te Protamin-Watriumins'ulin- 
Komplex wurde in dem Intervall zwischen den Tests 
bei 25 °C aufbewahrt.. Wie vorher wurden den Kaninchen . 
0,01 ml des Insulinprodukts injiziert. 

Die Ergebnisse sind in Fig. 4 und in der folgenden Ta- . 
belle IV dargestellt: 



T a b e 1 1 e IV 
Blutzuckerspiegel , mq % 



Zeit, 

Stunden 0 


1,5 


3,0 


5.0 


7,0 


9>0 


am Anfang 91,0 


51,2 


4 3,4 


54,0 


59,5 


6 5 ,8 


nach 1 Woche 84,1 


49 ,3 


43,2 


48,4 


52,1 


61,2 


nach 2 Wochen 78,3 


45, 0 


33,5 


37,6 


48,9 


5 4,6 


nach 4 Wochen 9 5,3 


40,9 


^9,8 


36 ,6 


• " 45 ,7;; ; ?; 


• 55,8 


Die Ergebnisse in 


Tabelle 


IV zeigen 


deutlich, 


dafl selbst 





nach Lagerung der isotonischen LCsung, die den Protamin- 
Natriuminsulin-Komplex suspendiert enthalt, bei 25 C - 1 
eine bemerkenswerte Stab ill tat der Ins.ulinaktivitat be-;~ 
zuglich 1 der Erhaltung des' rascheiv ;Einse^zens • der. Wir- 
kung und der langanhaltenden Dauer der Wi r kung. f est- " 
.- gestelit wird. - - ; 
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Dieses Eeispiel erlautert die Erzeugung und Verwendung 
des - Protaininkomplexes von Ammoniuminsulin , Lithiuminsulin 
und Kaliuminsulin sowie des. Hatriuminsulins von Beispiel 1. 

Jedes.der genannten Insulinsalze wurde nach. der Arbeits- 
weise von Beispiel. 1 erzeugt, mit einer isotonischen Lo- 
sung, die 0,4 mg Protaminsulf at pro ml enthielt, vermischt 
und wie in Beispiel 1 18 Kan.inchen injiziert. Die Er- 
gebnisse sind in Fig. 5 und in der folgenden Tabelle V 
dargestellt. . 



Tab e 1 1 e 



Zeit , 
Stunden 


' , ' > 
Blutzuckersniecel , 

' n c 1.5 3,0 


mg % , ' 
5,0 


7,0 


9,0 


Ammonium .« 




42,1 


51,6 


81,5 ; 


79 ,4 


88,9 


Lithium 




38,6 


33 ,6 


60 , 2 


75,9 


; 81 , 1 


Kalium . 


; : 36 , 6r'r 


42 ,9 V 


• : 50 ,8 ^ 


67, 


74/6; 


79 ,4 


iMatriur 




36 ,9 


; 36 ,i : 


51,1 


60,6 


. 70,9 



Das Katri'umYrisuiin zeigt zwar eine langer, anhaltende 
Wirkung^^ede s^deSandereh; Mittel fergib^ jedoch^eine 
betrachtllchef Senkung "der Blutzuckerspiegel ;-r ^ - ■ 
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Bel s p i e 1 



- ..Dieses- Beispiel erlautert die Stabilitat des Protamin- 
Watriuminsuiin-Komplexes . 

Der Komplex wurde wie in Beispiel 1 unter Verwendung von 
0,4 mg/ml Protamirisulfat in den isotonischen Ver- 
dunnungsmittel hergestellt. Nach Herstellung des Kom- 
plexes Wurde der Komplex in mehrere Zentrif ugenrohrchen 
gegeben. Dann wurde zentrif ugiert und die uberstehende 
Flussigkeit abdekantiert. Der abgeschiedene Nieder- 
schlag wurde mit etwa 15 ml absolute* Alkohol und an- 
. schlieflend mit etwa 15 ml Ather gewaschen. Dann wurde 
. der gewaschene Niederschlag bei Raumteraperatur im Vakuum 
getrocknet . 

Das getrocknete Material wurde in einem neutralen iso- 
tonischen Verdiinnungsmittel, wie es vorher beschrieben 
wurde, mit der Ausnahme, daB es kein Protaminsulf at ent- 
hielt , resuspendiert. Das resuspendierte Material wurde 
auf seine Aktivi tat anaiysiert und es wurde gefunden, 
dae die Aktivi tat von 88 bis 95 Einheiten/ml reichte, 
.. was einen geringen Verlust an Insulinmaterial ze'igt, 
der. beim Waschen des Protamin-Natriuminsulin-Komnlexes vor 
dem Trocknen. auf tritt. 



4 



209 8 4 6/1250 



Die Tests wurden wie vorher an 9 Kaninchen durchge- 
fiihrt. Die Ergebnlsse zeigt die folgende Tabelle VI. 
Der eine Test wurde mit Material durchgef iihrt , das in : 
Wasser resuspendiert und dann gef riergetrocknet worderi 
war. 



Tabelle VI 
Blutzuckerspiegel , mg % 

Zeit, • 

Stunden O 0,5 1 ,Q 3 ,Q 5 ,Q 7,0 9 ,Q 

vakuum- 

getrocknet 82,0 52,5 57,3 67,8 76,7 74,3 77, 

gefrier- 
getrocknet 85,4 44,7 45^6 53,1 78,9 80,7 80, 



Jedes der getrockneteri Insullnpraparate bewirkte nach . 
Rekonstitution und Injektion eine betrachtliche Senkung 
der Blutzuckerspiegel. ; 



1 . ; Insulinsalz-Protamin-Koraplex , gekennzeichnet 
.ckfrch ein Alkali- oder Ammoniumsalz von Insulin und 
0,2 mg bis 1,5 rr.g Protamin je 10O Einheiten Insulin. 



2. Komplex nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet 
daB das Insulinsalz Natriuminsulinsalz ist. 

3. Komplex nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Insulinsalz praktisch frei von 
Zink oder anderen Schwermetallen ist. 

4. Komplex nach einen der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Feuchtigkeitsgehalt 
des Komplexes weniger als 10 % betragt. 



5. Suspension aus Wasser oder einer isotonischen 

Losung, dadurch gekennzeichnet, daB darin der Komplex 
nach einem der Anspriiche 1 bis 4 in. einer Menge sus- 
pendiert ist, ; die 90 bis 115 Einheiten Insulin pro , ~: : 
lOO ml Suspension ergibt. - , . 

6 . Suspension, nach. Anspruch 5, dadurch gekenn- 

zeichnet ,j_d a 13 de r pH-Wert 6 , 5_bi s 8 , 0 be t r a g t .,• t , : " 



209 8 46 / 1 250 



BR 



19 - 



221963 



7. Verfahren zur Herstellung eines Insulinsalz- 

Protamin-Komplexes , dadurch gekennzeichnet, dafi 

(A) in einem wassrigen Medium 

1) Protamin und 

2) ein Alkali- oder Ammoniums alz von Insulin 

(3) in solchen Verhaltnissen vereinigt werden , dafi 
je 100 Einheiten Insulin 0,2 mg bis 1,5 mg Protamin: 
vprliegen und 

(C) dadurch .eine. Suspension eines unlSslichen Komplexes 
erzeugt wird . 

8. .. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
dafi der pH-Wert 6,5 bis 8,0 betragt. 

9. Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, dadurch 
gekennzeichnet, dafi das wassrige Medium eine isotonische 
Losung ist . • • 



lO; Verfahren nach einen der Ansprviche 7 bis 9 , da- 
aurch gekennzeichnet, daS das Insulinsalz llatriuminsulin 
salz ist . '■[ 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, dafi das Insulinsalz praktisch J 
frei von Zink oder anderen Schwermetallen ist. 
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^^f^durch g^kennzeichnet ,'. daS auBerdem der unlos liche. 
V v v>'T- /•''kompiek -'axis dem wassrigen Medium "abgetrennt und der 



. ; v ; f;..^ ; : Feuchtlgkeitsgehalt des Komplexes auf weniger als 

rmiridert wird. 



. .... : • ■ : .-.-. v.. ■. ■ •. v ' . 

: : 10% ye 

: ;;-,^,._^,;.,-- : -r; : f-,... . :. .... 
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